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Yo{nosotros}, abajo firmado(s) / I{we), the undessigned

UNIVERSIDADE E COIMBRA

domiciliado(s) en / of

Reitoria = Pa¢o das Escolas -

3004-531 Coimbra ~.Portugal

por el presente nombro a: Mauriclo Jaramillo
Campuzano con T.P. 74,555, Paula Samper
Salazar con T.P, 56,190 andfor José Luis Suarez
Parra con T.P. 65.826, para que en obedeci

In due compliance with the terms of paragraph .1* of

articla 543 of the Commercial Code, do hereby appoint
Maurlclo Jaramlllo Campuzano with T.P, 74.585,
Paula with T.P. 56.190 andfor Josd

a lo dispuesto por ‘&l pardgrafo 19 del Articulo 543
del Codigo de Comertio, €f primera como princlpal y
los demas como suplentes,- actlen en su orden,
como mis (nuestras) representantes en todos los
asuntos de Propiedad Industrial, .con facultad para
reciblr  nolificaclones y nombrar apoderados
judiciales- y.extrajudiciales.-El primer.representante
suplente reemplazard al principal en caso de
ausencia ¢ Impedimento temporal o definitivo de
aquél,

Adernds, confiera(conferimos) poder a los abogados
para obtener la proteccion de wmi (nuestra)
Propiedad Industdal y -contra la competencia
desleal, a cuyo efecto autarizo(amos) a .dichos.
apoderados para- que me(hes) representen ante
cualesquiera entidades o personas eferzan-o no
jurisdiccion, especialmeénte ante las del ocden
adminlstrativo, contencloso-administrativo vy
judicial, en todo lo concerniente a los sigutentes
asuntos: a) Obtenclén de patentes ‘de invencién,
modejos de utilidad y disefios ‘industriales; el
registro de marcas de fabrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres
comerciales, ‘ensefias, denominacicnes de origen,
nombres .de dominio, régistros  sanitatios,
varledades vegetales y registros de todo tipo ante el
Instituto Colombiana Agropecuaric - ICA; su
renovacién, traspase, cambic de nombre o
domicillo, cancelacidn voluntaria, y el registro de
licenclas-de uso de esos derechos; b) Las acclones
de. competencia desleal, acclones de. Infracciones,
proteccién del consumidor, Oposiciones, cancelacién
administrativa o judicial, nulidad, medidas
cautelares, concestdn de licenclas, la tutefs, ia
proteccidn de secretos Industiiales, fa impugnacién
da registros sanitarlos de terceros y en general los
Julclos civiles, penales, acclones administrativos. o
contencios 0S con estos
derechos; acclones y procesos que promgvamos.o
se-nos promuevan, Y para que en todos los asuntos
arriba  determinades, puedan  sustituir  este
mandate, transigir, concitiar, admitir los hechos de}
procese, desistr, cancelar, recibir, renuaclar y
ratificar los actos de agentes oficiosos.

Luls Suarez Parra with T.P. 65.826, domiciled at
Bogotd, Colombia, the first as principal and-the others
as alternates, In the order of their appointment; as my
_(our) representatives for all Industrial Property matters
with faculty’ to' recéive notifications -and to appoint

attorneys in and out of the court. The first alternate’

shall replace the principal in case of his absence:or
temporal or definitive Impediment.

In addition, 1 (we} grant.a Powerof Attorney to abtain
| protection of my(our) Industrial Property and against
the unfair competition, for which purpose I{we)
authorize thesaid attorneys to-represent.me(us) before
any authoritles-or persons, with or without jurisdiction,
-especially.those administrative and fudicial, 1n all
matters concerning the following: a) Granting. of
patents, utility models and Industrial designs; the
reglstration of trademarks, collective, defensive and
service marks, slogans, commercial names, trade

of arigin, domaln riames,
public health registrations, vegetal-varleties and all kind
of registrations before the Instituto Colomblano
Agropecuario ~ ICA; its renewal, ‘assignment, change of
name or domicile, voluntary canceliation, and the
reglstration of licenses of use-of the above rights; b)
Actlans of unfalr:.competition protection; ta the
consumer, oppositions, administrative.or court
cancellation, nullity; Infringement, custom procedures,
granting of licenses, the action for writ mandamus, the
protaction of trade secrets, to challenge public health
reglstrations granted to thlrd parties, and In general
the civil, panal and administrative suits relating to those
rights;. actions and suits instituted by me(us) or against
me(us). And that In:all the above matters they may
substitute this Power-of Attorney, compromise, ratify
acts done by representatives without-a power of
attornay.
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RESUMEN

"DISPOSITIVO PARA LA ADMINISTRACION EFICAZ DE COMPU ESTOS PARA

O A TRAVES DE LA PIEL O LAS BARRERAS BIOLOGICAS, US
PELICULAS FINAS DE ABSORCION SUAVE DE LUZ"

La presente invencidn hace referencia a un disposit

de convertir de forma rapida y eficiente la energia
pulso de laser en una onda de presién de banda anch
impulso y también a sus aplicaciones en la permeabi
temporal de una membrana bioldgica, incluyendo las
externas de la piel, sin causar dafios ni molestias.
dispositivo se divulga también un método para admin
farmacos y compuestos activos biolégicamente para o
de la piel o las barreras biologicas.
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DESCRIPCION

"DISPOSITIVO PARA LA ADMINISTRACION EFICAZ DE COMPU ESTOS PARA
O A TRAVES DE LA PIEL O LAS BARRERAS BIOLOGICAS, US  ANDO

PELICULAS FINAS DE ABSORCION DE LUZ"

Antecedentes de la Invencion

La presente invencion hace referencia a un disposit ivo
capaz de convertir de forma rapida y eficiente la e nergia de
un pulso de laser en una onda de presion de alto im pulso y
también a sus aplicaciones en la permeabilizacion t emporal de
una membrana bioldgica, incluyendo las capas extern as de la
piel, sin causar dafios ni molestias. La invencion s e describe
en términos de principios fisicos de generacion efi caz de
ondas de presion por laser, de las propiedades de | 0S
materiales de absorcién que maximizan la amplitud d e la onda
de presibn y minimizan su tiempo de subida, y de la
administracion practica de farmacos o compuestos ac tivos
biolégicamente para la piel u otras barreras bioldg icas 0 a
través de las mismas. Se proporcionan ejemplos que ilustran
el uso del (dispositvo y sus aplicaciones. Las
caracteristicas distintivas del dispositivo son el uso de
peliculas finas (grosor < 200 um) que absorben enor memente la
luz de los laseres pulsados y el uso de laseres pul sados
asequibles, como los laseres con bajas energias (en ergia del
laser < 500 mJ), con los quedicho dispositivo es ca paz de
generar unos transitorios acusticos de alto impulso con
tiempos de subida cortos(tiempo de subida < 50 ns) de bajas
densidades de potencia optica (<40 MW/cm2 por pulso

La piel es una proteccion muy eficaz contra la entr ada
de materias extraflas, como substancias quimicas y m icrobios.
La capa mas externa de la piel, lamada stratum corneum (SC),
tiene un grosor de entre sé6lo 10 y 20 um pero aun asi, es la



principal responsable de la impermeabilidad de la p
hecha de una docena de capas celulares de corneocit
estructura vital escasamente cohesionados, dentro d
mezcla de lipidos con una organizacion altamente es
mayoria de las moléculas penetran en la piel por di

través de los lipidos intercelulares, un camino tor
entorno a los corneocitos que se encuentra muy cond

por sus exigencias estructurales y de solubilidad.

capa SC existe la epidermis viable, la cual tiene u

entre 50-100um y es vascular. Mas abajo se encuentr
dermis, con un grosor entre 1 y 2 mm y rica en capi
capaz de eliminar los

la mayoria de penetrantes

minutos [1].

en

La idea de administrar farmacos a través de la piel

tiene siglos de antigledad. Los intentos por alcanz
meta pueden clasificarse en dos grupos: administrac

y administracién activa de farmacos. La primera cla
referencia a las formulaciones de vehiculos optimiz
aumentar la difusion de un farmaco especifico a tra
piel, incluyendo unguientos, cremas o0 geles, que pod
incluir potenciadores quimicos de impregnacién. De

amplia variedad de substancias quimicas poseen la h

de

dimetilsulféxido,

aumentar la permeabilidad de la piel, como
laurocapramo (de Azone®), 2-n-non
dioxolano (SEPA), acidos grasos y ésteres de acidos
surfactantes, y otras substancias bien conocidas en
materia [3]. Sin embargo, el aumento de
incluso de pequefias moléculas, generalmente viene a
de una mayor irritacion de la piel
son sOlo eficaces para la administracion transdérmi
pequefias moléculas (peso molecular < 500 Da) con un
lipofilia adecuado (coeficientes de reparto n-octan
Kow €n el rango 1 < (log K
enlace de hidrégeno. Ademas, la formulacién del veh
especifica para cada farmaco. Los méetodos de admini
de farmacos activos emplean métodos fisicos como té
electricidad (iontoforesis,

electroporacion), proce

mecanicos (microagujas, abrasion, ablacion, perfora
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activo de administracion de farmacos consiste en la

generacion de ondas fotomecéanicas mediante la irrad iacion de
laser pulsado a un objetivo determinado [5]. Las ondas de
esfuerzo mediante ruptura Optica, ablacibn o expans ion
termoelastica han mostrado que permeabilizan de for ma
temporal la SC y facilitan el transporte de macromo léculas en

la epidermis viable [ 6] .

Las aplicaciones técnicas de las ondas de esfuerzo en la
administracion de compuestos mediante la capa epite lial
celularya se han descrito. Por ejemplo, Kollias et al [7]
describieron en US 6,251,099 B1 la administracion d e un
compuesto usando transitorios de impulso generados por
laseres con fluencias entre 1 y 7 J/cm 2y anchos de pulso
entre 20 y 30 ns, lo que corresponde a unas densida des de
potencia Optica entre 40 y 300 mW/cm 2. Estos pulsosintensos
pero cortos de laser se dirigieron a objetivos con un grosor
entre 0,8 mm (para metales) y 3 mm (para plasticos. En dichas
densidades de potencia O6ptica, el mecanismo dominan te de
interaccién entre el pulso de laser y el objetivo e s la
ablacion del material del objetivo y también va aco mpafiado
normalmente por la formacion de plasma. Esto produc e la
expulsion del material de la superficie del objetiv o]
alcanzado por el pulso del laser y el impulso de r etroceso
asociado se propaga en la mayor parte del objetivo para
alcanzar la superficie opuesta del mismo como onda acustica.

La habilidad de esta onda aclstica para aumentar

transitoriamente la permeabilidad de la piel se ha

relacionado con su impulso. La administracion intra dérmica de
grandes compuestos sin dafar la piel requiere impul Sos entre

2 y 50 bar/ns [5]. La generacion de ondas de presion con

estos impulsos tan altos en una zona valida de un o bjetivo
requiere laseres con densidades altas de potencia ue son
complejos y costosos, y por ello se han buscado otr as

alternativas [8].

También han sido descritos aparatos para aumentar | a
administracion de farmacos usando densidades O&ptica S por
debajo de 10 mJicm 2 Por ejemplo, Visuri et al
[ 9] describieron en US 6,484,052 B1 como tales densidad es
bajas de potencia en frecuencias entre 100 Hzy 1 M Hz pueden



acoplarse a una fibra dptica e insertarse en una se ccion del

cuerpo humano para generar un campo de radiaciéon ac Ustica en
dicha seccion. También describieron el acoplamiento de un
transductor mecanico potenciado 6pticamente al extr emo distal
de dicha fibra, pero fall6 en especificar las carac teristicas

de dicho transductor. A menos que el transductor po sea unas
caracteristicas materiales, fotoquimicas y fisicas muy
especificas, no podra producir una onda de presion capaz de
permeabilizar transitoriamente las barreras biologi cas. El
uso de altas frecuencias de pulsos de laser, mas qu e un unico

0 una pequefia cantidad de pulsos de laser, no cambi a las
propiedades de las ondas de presion. Por tanto, no se ha
presentado aun un transductor mecéanico potenciado 6 pticamente
capaz de producir ondas acusticas que puedan permea bilizar

las barreras bioldgicas.
En otro campo, el de caracterizacion espectral de

tejidos bioldgicos, Biagi et al describieron en US 6,519,376
B2 un generador opto-acustico para generar ondas ac Usticas o
ultrasonidos a partir de una fuente de energia con laser
pulsado. Se presenté que la absorcion de un pulso d e laser
por una capa con contenido de grafito depositado en la punta
de una fibra Optica conectada a la fuente de laser produce
eficazmente pulsos acusticos de banda muy ancha. Ta mbién
pueden producirse peliculas de grafito puras con gr osores por
debajo del microbmetro y aun asi que tengan suficien te
resistencia mecanica para ser manipuladas en piezas de 2,5 cm

de diametro [ 11] . Ademas, con un grosor de 50 nm, la absorcion

aparente de estas peliculas se acerca a la unidad a 400 nm.
Las peliculas de grafito independientes con estados de
excitacion de vida corta [12] pueden prepararse mediante
pirdlisis de poliacrilonitrilo. Sin embargo, los pu Isos
acusticos generados por este método con capas que c ontienen
grafito nunca se tuvieron en cuenta para la adminis tracion de
farmacos ya que el campo de caracterizacion de teji dos emplea
pulsos de laser [ 13] en microjulios y esto es insuficiente

para la administracion de farmacos con efectos tera péuticos.
En realidad, no son deseables los efectos terapéuti cos en la
caracterizacion espectral, o en el diagnostico, de tejidos
biolégicos.



La plétora de sistemas de administracion transdérmi cano
oculta el hecho de que son una alternativa secundar ia a la
administracion por via oral o las inyecciones hipod ermicas.

Un método de administracion transdérmica sencillo vy

econdémico, capaz de administrar una amplia variedad de
farmacos a través de la piel sin causar dolor ni mo lestias, y
permitiendo que la piel recupere su funcion protect ora en

pocos minutos tras la aplicacion otorgaria a la
administracion transdérmica el mismo estatus en la practica
médica que la administracion oral o las inyecciones

hipodérmicas.

Descripcion de la Invencion

La presente invencionmuestra un dispositivo para

administrar moléculas, macromoléculas e incluso mat erias
biolégicas mayores a través de las barreras bioldgi cas,
inclusive la piel, tejidos suaves o membranas celul ares, que

cumplen con las caracteristicas ideales mencionadas

anteriormente para la administracion biolégica. El método
para administrar farmacos y compuestos biolégicamen te activos
con este dispositivo se basa en la produccion rapid ay eficaz
de transitorios acusticos de alto impulso, alta fre cuencia y
banda ancha mediante la absorcion de luz de un puls o corto de
laser por una pelicula fina, y su acoplamiento acus tico
eficaz a la barrera biologica, incluyendo la piel o la
mucosa. A continuacion, emplearemos "pelicula fina" para
describir una capa de material con un grosor inferi or a 200
UM y superior a una capa molecular (normalmente may or de 1
nm), depositada en un material mas grueso y mas rig ido(alta
impedancia acustica). La presente invencion tiene c omo objeto
principal describir las propiedades moleculares de la
pelicula fina que contribuye a la generacion rapida y eficaz
de una onda de presion, incluyendo el requerimiento de que
esta pelicula contenga cromoforos que absorban la m ayoria de
la luz del laser incidente y el requisito de que es tos
cromoforos liberen la energia absorbida mediante pr 0Cesos Nno
radioactivos con un tiempo de vida comparable o men or ala
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del ancho del pulso de laser. La eficiencia del mét odo esta
demostrada gracias a la administracion de grandes m oléculas y
proteinas en la piel y la transfeccion de genes en las
células vivas con densidades de potencia Optica de 10 MW/cm?
por pulso, o densidades inferiores.

A. Definiciones

Para el proposito de este modo, se aplicaran las
siguientes definiciones:

“Fluencia del Laser” es la energia del laser por un idad
de superficie en el material de trabajo, expresada en
unidades de JJem 2.

“Duracion del pulso de laser” T L es el ancho total en
el nivel 1/e del pulso de laser [14], expresada
convenientemente en unidades de nanosegundos, ns.

“Densidad de potencia 6ptica” es la densidad de pot encia
de un haz de laser, donde la densidad de potencia e s la
potencia del laser por unidad de superficie de irra diacion,
expresada en W/cm2 o mas convenientemente en m\W/cm2

"Ablacién" es la eliminacion de material por una lu z
incidente. En los polimeros, esta eliminacion puede
efectuarse mediante cambios fotoquimicos que incluy en una
disolucién quimica del polimero.

“Transitorio acustico” se emplea para describir tan to
las ondas de choque hipersénicas como las ondas acu sticas
sonicas [ 15].

“Impulso de un transitorio acustico” se define como la
tasa de aumento de presion por unidad de tiempo, ex presado en
unidades de bar/s o0 mas convenientemente en bar/ns.

“Tiempo de subida de un transitorio acustico” se de fine
como el tiempo comprendido del 10% a 90% de la pres ion
pico [5].

"Banda ancha" es una banda de frecuencia amplia que
cubre un espectro de frecuencia continuo y cuando s e usa para
calificar una onda de presion designa una emision a custica
con componentes significativos de frecuencia de dec enas de

MHz.
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"Compuesto de referencia fotoacustica" es un compue sto
que absorbe la energia radioactiva de un pulso de | aser y
rapidamente transforma dicha energia en calor por p rocesos no
radiactivos, a la vez que vuelve a su estado fundam ental
electrénico y/o vibracional. Como es conocido en la materia,
un compuesto de referencia de PAC produce una onda
fotoacustica de la mayor intensidad posible mediant e la
absorcion de un pulso de laser de una determinada e nergia y
en una determinada configuracion en ausencia de rea cciones
quimicas en red, dentro de la duracion del pulso de laser [ 16,
17].

“Profundidad de penetracion optica” des la profundidad
en la cual la intensidad de la radiacion dentro del material
cae hasta 1/e, expresada convenientemente en cm.

“Coeficiente de absorcion decadica lineal” pa,
coeficiente de absorcion lineal, es la absorbancia divida por
la longitud del camino Optico a través de la muestr a, yse
expresaencm .

B. Principios Fisicos

Existen varios métodos descritos en la bibliografia en
la que una onda de presion se produce como resultad o de la
interaccion de un pulso de laser corto con un deter minado
material [18]. Los tres mecanismos de interaccibn mas
importantes son la ruptura dieléctrica, vaporizacio n o
ablacibn de material y los procesos termoelasticos. Son
necesarias fluencias elevadas de laser para produci rla
ruptura Optica con la consiguiente formacién de pla smay la
posterior produccion de una onda intensa de choque. Las
fluencias de laser intermedias interactian con los liquidos
absorbentes o con liquidos transparentes proximos a una
interfaz  soOlida absorbente para producir una expans i6n
térmica rdpida y una vaporizacion explosiva 0, en a lgunos
materiales, ablacion. Las fluencias de laser inferi ores en
materiales absorbentes producen la expansién termoe lastica de
los materiales. La formacién de plasma debido a la ruptura
dieléctrica conduce a ondas de alta presion, pero | as altas
energias requeridas y su naturaleza destructiva no son

12



practicas para la permeabilizacion transitoria de | a piel. La
onda de presion generada por vaporizacion explosiva 0
ablacion del material puede tener la forma de una o nda de
choque, como en la formacion de plasma, ya que la e xpulsion
del material de la superficie por el pulso del lase r produce
un impulso de retroceso. La onda de choque se propa ga en la
mayor parte del material y alcanza la superficie op uesta como
una onda acustica, ya que la onda de choque se disi pa
rapidamente y continla como una onda acustica que | uego
decrece mas lentamente con la longitud de propagaci on[19]. La
extension espacial de las ondas de choque se limita a décimas
de milimetros [15, 19]. Por otro lado, la expansion
termoelastica transitoria genera una onda acustica. Las ondas
acusticas resultantes de la ablacibn o la expansion

termoelastica se han llamado “transitorios de impul so” y
empleado en la permeabilizacién transitoria de las capas
celulares epiteliales [7].

La generacion de ondas fotoacusticas por expansion
termoelastica de un medio absorbente confinado pued e lograrse
en fluencias bajas de laser (por debajo del umbral de
ablacibn que depende del material pero generalmente es
superior a 50 mJ/cm 2), puede ocurrir dentro de la duracion
del pulso de laser ( T.) Y no resulta destructivo. Se cree que
la expansion termoelastica es un meétodo ineficaz pa ra
producir una onda de presion de un pulso de laser [20, 21],y
se asume que la tipica eficiencia de sub-0,1% del m ecanismo
de expansion termoelastica no resulta competitiva r especto a
la eficacia de 30% que puede obtenerse por ablacién y
mecanismos de formacién de plasma [ 22] . Esta creencia motivo
la utilizacion de fluencias de laser superiores al umbral de
ablacion para generar transitorios de impulso capac es de
permeabilizar transitoriamente la capa stratum corneum

Sin embargo, la amplitud de presidbn maxima p max que
puede generarse a través de la expansion termoelast ica tras
la absorcion de un pulso de laser por un material ¢ onfinado

por una interfaz rigida es [ 18]
C
pmax = C_Sa I 0
P (1)
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donde a es el coeficiente de expansion térmica, C p la

capacidad de calor especifico a presion constante, Ccs la
velocidad de sonido del medio e | o la densidad de potencia
Optica pico. Por ejemplo, un objetivo en poliestire no
confinado (¢ s=2320m/s, C p=2J/(gK)Yy  a=7x10° K ™) que absorbe
un pulso de laser de 5 ns con 50 mJ en 1 cm 2 (1 ¢=10 MW/cm?)
deberia ser capaz de producir una presion maxima de 80 bares.
Se trata de un orden de magnitud inferior a la pres ion pico
habitual para la administraciéon de farmacos transdé rmica con
una onda de presion [5], pero si el tiempo de subida de la
onda fotoacustica acompafia la amplitud del pulso de laser
( =5 ns), su impulso maximo alcanzara 15 bar/ns. Este impulso
es mas que suficiente para permeabilizar la stratum corneum
Por tanto, la conversion eficaz de la energia de un pulso de
laser en wuna expansion termoelastica haciendo uso d e
transiciones rapidas no radiactivas desde el estado de
excitacion existente inicialmente al estado fundame ntal del
cromoforo confinado rigidamente en una region estre cha, como
en la técnica de la calorimetria fotoacustica(PAC) [17, 23],
deberia ser capaz de producir una onda acustica con un
impulso capaz de permeabilizar la capa stratum corneum

La amplitud de una onda fotoacustica producida en u na
célula de PAC de cara frontal Opticamente fina es d ada
por [ 23]

1 a
NGB
(2)

donde A es el area irradiada, h el grosor de la célula de PAC
y Hy la cantidad de energia térmica liberada. a, la
compresibilidad isotérmica (A, Cp y la densidad (p hacen
referencia al medio de absorcion en el interior de la célula.
Las propiedades termoeldsticas de un medio solido d e

absorcibn  son  especificadas convenientemente  por el

coeficiente adimensional de Grineisen

_ a _ac
CepB G (3)
donde C , es la capacidad de calor especifico de la muestra.
La fisica para muestras opticamente finas también s e aplica a
casos donde la absorbancia de la muestra es aprox. 1, sila
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interfaz inferior es totalmente reflectante y la Iu z

atraviesa dos veces el medio de absorcion. También se observo
la dependencia entre la amplitud de la onda fotoacu sticay el
grosor del material de absorcion de luz cuando se e mplearon
peliculas muy absorbentes como objetivos del pulso de

laser [13]. Se comprobdé que aumenta la presion maxima

producida por el proceso termoelastico ya que el gr osor de la
pelicula de absorcion se reduce y dicha propiedad s e utiliza
en el disefio de generadores fotoacusticos de ondas de
ultrasonidos mas eficientes [ 10].

Se ha omitido la importancia del grosor del materia | de
absorcion en las aplicaciones anteriores de los pu Isos de

laser para  producir  transitorios de impulsos que

permeabilizan la piel. Orientar la eleccion de los materiales
por su opacidad y rigidez, condiciones necesarias p ero no
suficientes para un rendimiento Optimo del disposit ivo,
conduce a una eleccidbn imprecisa de objetivos de me tal
superiores a 1 mm como materiales de absorcion [ 7] . La Figura

1 compara los transitorios acusticos producidos cua ndo la
intensidad de un mismo pulso de laser es absorbida por la
superficie de 1 cm 2 de un plastico negro de 1 mm de grosor o

por peliculas de un grosor entre 10 y 30 micrometro s con alta
absorcion en la longitud de onda de excitaciobn, amb as
confinadas en una cubierta de cristal y absorbiendo mas del
80% de la luz del laser. Con la disminucion del gro sor del
objetivo, la amplitud de las ondas de presion aumen ta como se
observa en la Figura 2. Este hecho cambia el paradi gma de la
generacion de impulsos transitorios de alta presion de los
laseres pulsados, ya que es posible reducir drastic amente la

energia de la fuente de laser pulsado optimizando e I
dispositivo que convierte la energia de los pulsos de laser
en una onda fotoacustica.

Maximizar la eficacia de la conversion de la energi a del

laser en un transitorio acustico mediante procesos

termoelasticos requiere la eleccion de materiales ¢ ue
conviertan la energia del pulso de laser en calor c on la
duracion del pulso de laser, peliculas finas (bajo h) con
absorbancias mayores que la unidad, y materiales co n grandes
coeficientes de Grineisen. Por lo tanto, un disposi tivo
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disefiado para una conversion rapida y eficaz de la

un pulso de laser en una onda fotoacustica debe inc

una capa muy fina un compuesto que absorba mucho la
longitud de onda del pulso de laser y que convierta
toda la energia absorbida durante ese pulso de lase
compuestos con referencia de PAC cumplen dichas pro
La intensidad de la onda fotoacustica puede aumenta
cambios de volumen estructurales ultrarrapidos acom
decaimiento no radiactivo que ocurre durante el pul
laser.

Enmodos anteriores de transitorios de impulso de al
presion en la administracion transdérmica de compue
ha apreciado que las propiedades de los materiales
absorcidon sean decisivas para determinar la forma y
de la presion transitoria. La Figura 3 muestra simu
para un transitorio con varios tiempos de decaimien
dos transitorios con diferentes tiempos de decaimie
fracciones de energia de laser liberada. Cuando se
un transductor de 2,25MHz, la amplitud de los trans
acusticos disminuye en un factor de 2 cuando el tie
vida del estado electronico del transitorio aumenta
100 ns, incluso cuando toda la energia del laser se
en calor. El tiempo de subida de un transitorio acu
también varia a tiempos mayores, como cabe esperar.
encuentran dos transitorios y uno de ellos tiene un
vida mayor que el pulso de laser, el resultado es s
transitorio acustico menor que el que se obtendria
compuesto de referencia de PAC, a menos que los pro
tengan un volumen mayor que los reactivos o la enta
estandar de los productos sea menor que la de los r
la reaccion sea exotérmica.

Las reacciones exotérmicas pueden producir mas calo
de hecho también transitorios acusticos mas intenso
compuestos de referencia de PAC. La amplitud de tal
transitorios acusticos aumenta mas si las reaccione
exotérmicas van acompafiadas por un aumento en el vo
estructural debido a la fragmentacion de los materi
es habitual en el caso de la ablacién inducida por

embargo, el impulso de estos transitorios acusticos
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aumentara si el tiempo de subida del transitorio ac ustico es

corto. Los transitorios de esfuerzo generados por e Xpansion

termoelastica en fluencias de laser de sub-ablacion contintan

r. cuando se utilizan materiales con referencia de PA C como
cromoforos ya que por definicion sus tiempos de vid a son
inferiores a 7., Y tienen una firma bipolar con componentes de

tensidbn o compresion. Se sabe que cuando la fluenci a del

laser excede el limite de ablacion, se observa una onda
comprimible adicional en tiempos posteriores debido al

retroceso ablativo [25]. El tiempo de subida del retroceso

ablativo disminuye ya que la fluencia del laser aum enta 'y no

depende de 1 [25, 26]. El mecanismo de produccion de presion

por ablacion de laser involucra el crecimiento de | a burbuja,
que tiene un tiempo de crecimiento de aprox. 100 ns y coloca
un limite inferior para las amplitudes de pulso de presion
[20] . Para las fluencias de laser superiores al umbral de
ablacion, las altas intensidades de transitorios ac asticos
compensan sus tiempos de subida relativamente largo S, Yy
pueden crearse grandes transitorios de impulso. Aun que
resulte bien conocido en esta materia [5], no cumple con la
necesidad de una fuente de laser sencilla y asequib le para la
administracion transdérmica activa de una amplia va riedad de
compuestos, o transfeccién de plasmidos a través de membranas
celulares. Las peliculas finas de materiales con um brales

bajos de ablacion con laser pulsado en nanosegundos :

preferiblemente inferiores a 50 mJ/cm 2, pueden superar dichas
limitaciones. Se han informado de umbrales de ablac ion con
laser pulsado por debajo de 50 mJ/cm2 para algunas peliculas
de polimeros con coeficientes altos de absorcién li neal en la
longitud de onda de excitacion [27, 28].

Los coeficientes de absorcion lineal muy altos tamb ién
son importantes porque la banda espectral del trans itorio
fotoacustico se determina por la banda espectral de | pulso de

laser cuando

ucer 1 @)
donde res la duracion del pulso de laser. Asi, el perfil d el
transitorio acustico seguirda el de un pulso de lase rde =10
ns en un polimero comun (c s=2500 m/s) cuando pa>>400 cm .\
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incorporar cantidades suficientes de compuestos de referencia

de PAC en materiales de apoyo adecuados de tal form a que la
profundidad de penetracion Optica (&=1/(2,3pa)sea inferior a

10 pm, la duracién del pulso de laser en nanosegund oS y su
potencia pico determinan el ancho de banda y la int ensidad
del transitorio acustico. La amplitud de los transi torios
acusticos disminuye cuando 1. es significativamente mayor que

la del ratio de la profundidad de penetracion optic a ala
velocidad de las ondas longitudinales, y la disminu cion de la
amplitud del transitorio acustico con el aumento de . es mas
acentuada a frecuencias altas [29]. La conversion rapida y

eficaz de la energia del pulso de laser genera unos

transitorios acusticos de banda muy ancha, con anch os de
banda en decenas o centenas de MHz, segun la amplit ud del
pulso de laser. Para los pulsos de laser suficiente mente
cortos, la frecuencia central de ultrasonido genera do se

desplaza a frecuencias mayores cuando disminuye la

profundidad de penetracion éptica del material de a bsorcion.
Por ejemplo, para una excitacion de laser Nd:YAG a 1064
nm,los  materiales basados en grafito poseen unas

profundidades de penetracion optica de 10 a 50

micronanosegundos, mientras que la profundidad de p enetracion
Optica para el aluminio es de 10 nm, lo cual despla za la
frecuencia central del ultrasonido generado de 2,1 a 12

MHZ 30] . Las transformadas rapidas de Fourier de los

transitorios acusticos revelan esta propiedad, como se
muestra en la Figura 4. Este experimento empleé un

transductor de 225 MHz ya que los componentes de al ta
frecuencia del ancho de banda se miden mejor con
transductores de alta frecuencia.

Para la permeabilizacion transitoria de la piel y | a
mucosa es aconsejable que la banda ancha del transi torio
acustico se extienda a frecuencias altas (frecuenci as
superiores a 20 MHz) ya que con frecuencias mas alt as el
umbral de cavitacion se desplaza hacia energias mas elevadas,
aungue las frecuencias altas son mucho mas absorbid as por los
tejidos biolégicos. Las burbujas de cavitacion tran sitoria
deberian evitarse ya que pueden causar dafios a los tejidos
bioloégicos al expandirse a tamafios milimétricos par a luego
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colapsarse. La probabilidad de que la exposicion a

transitorios acusticos produzca cavitacion inercial (o
transitoria) se mide por el indice mecanico( MI)
MI - prmax

vt ()

donde p max €S la presion rarefaccional (de traccién) pico y

f es la frecuencia central(nominal) de los transitor i0s
acusticos. Un valor mas elevado de Ml indica una mayor
probabilidad de cavitaciéon y por tanto la ecuacion anterior
significa que la amplitud de presiébn minima que sat isface el

umbral de cavitacion aumenta con la frecuencia

ultrasénica  [31, 32]. Por otro lado, la atenuacion de una

frecuencia acustica de 10 MHz en una columna de agu a de 3 cm
es de apenas un 7%, pero aumenta hasta el 85% con u n
componente de presion de 50 MHz [ 20] . Frecuencias muy elevadas

estan presentes en los transitorios acusticos cuand o los
pulsos de laser cortos ( 1.<20 ns) son absorbidos por las
referencias de PAC confinadas en capas muy finas(co n un
grosor inferior a 10 micrémetros). Las referencias de PAC
deben tener un coeficiente de absorcion muy elevado en la
longitud de onda del pulso de luz para absorber la mayoria
del pulso de laser dentro del grosor de la pelicula donde son
incorporadas. En vista de la atenuacion acustica me ncionada
anteriormente, es aconsejable que la fuente de la o nda de PAC

se encuentre cerca de la piel.

El disefio de dispositivo con capas de absorcion muy

pequefias confinadas en soportes finos debe también estudiar
los limites para los que puede considerarse la gene racion de
una onda acustica plana. El criterio es seleccionar un radio
de haz de laser r que cumpla la condicién

r>>,/2c.1,2 (6)
donde ¢ s es la velocidad del sonido en la muestra, res la
amplitud del pulso de laser y z es la distancia entre la
superficie de la capa de absorcion y el detector. U n soporte
estructural con z=1 mm, con valores de ¢ s=2500 m/s 'y =10 ns,

requiere  r>>0,2 mm. Por tanto, es posible focalizar un haz de
laser a un radio de 1 mm y aun asi producir una ond a acustica

plana. La ventaja notable de un dispositivo con est a
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configuracion es que una densidad de energia de 10 mJ/cm?por

pulso sobre un area de 0,03 cm 2

corresponde a un pulso de
laser de 0,3 mJ. Energias de esta magnitud para dur aciones de

pulsos de unos pocos nanosegundos estan facilmente

disponibles en laseres de fibra pulsados, laseres c ristalinos
bombeados por diodos y otros laseres de estado soli do, que
también alcanzan frecuencias de cientos de kHz. Dic hos
laseres son portatiles, compactos, duraderos, asequ ibles,

faciles de manejar y no requieren mantenimiento.

El diseio de conversores fotoacusticos eficaces de

energia de pulsos de laser debe considerar también que la
generacion de la onda de presion en presencia de un a interfaz
rigida conduce a una presion mas elevada que en el caso de
una interfaz libre [18]. Se observdé que la restriccion

acustica del conversor fotoacustico por placas de c uarzo
aumenta la amplitud de ondas fotoacusticas de 20-MH Z en un
factor de casi 100 [ 33] . Ademas, en el caso del transitorio

acustico generado por expansion termoelastica, la p resencia
de una interfaz rigida transforma el transitorio de esfuerzo
consistente en una compresion seguida de una rarefa ccién en
un impulso de compresion unidireccional [34]. La conversion
eficaz de la energia de pulso de laser hace posible usar las
fluencias de laser por debajo de 100 mJ/cm2 para ge nerar
transitorios acusticos intensos y mayoritariamente

compresivos.

La optimizacién de las propiedades termoelasticas d e un
material de soporte también contribuye a aumentar | a amplitud
de los transitorios acusticos generados por la expa nsion
termoelastica de una pelicula fina confinada incorp orando un
material de referencia de PAC. Los liquidos organic 0S poseen
propiedades termoelasticas que pueden ser descritas por
coeficientes elevados de Grlneisen, y forman excele ntes
interfaces acusticas con superficies solidas. El
confinamiento de una pelicula fina entre una ventan ay una
capa fina de un liquido organico con I elevado contribuye
enormemente a aumentar la eficacia de la conversion de la
energia del pulso de laser en una onda fotoacustica . Liquidos
tan diversos como tetracloruro de carbono, bromoben ceno,
acetona o acetonitrilo tienen propiedades termoelas ticas que
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conducen a ondas fotoacusticas de alta
amplitud. [ 23] Elastomeros como la goma, el neopreno, el viton

o poliuretano son conocidos por tener grandes coefi cientes de
expansion térmica y a veces se compensa con otras
propiedades.

Es bien conocido en la materia que cuando una onda

acustica viaja en un medio (medio 1) y encuentra un a interfaz
de un segundo medio (medio 2), se generan ondas de reflejo y
transmision (o refraccion). El coeficiente de trans mision es
dado por

roh 277

A 4+Z, @)

donde A >, y A ; son la amplitud inicial en medio 1 y la amplitud
final en medio 2,y Z 1Y Z > son las obstrucciones acusticas en
los dos medios. Una transmisién completa entre los dos medios

requiere Z 1=Z,. La presion de vacios en el dispositivo es la
causa mas importante de ineficacia. Los vacios frec uentemente
se llenan con aire y su impedancia acustica es tota Imente

diferente de Ila de Ilos materiales que componen el

dispositivo. Esto se traduce en una transmision acu stica muy
deficiente y la pérdida de eficacia del dispositivo . Por
tanto, es necesario garantizar un buen acoplamiento acustico
entre la pelicula fina del dispositivo donde se gen era la
onda fotoacustica y todas las piezas, y el disposit ivo que la
onda fotoacustica debe cruzar para alcanzar la piel . Ademas,
también es necesario tener un buen acoplamiento acu stico
entre el dispositivo y la piel o la mucosa. La impe dancia
acustica de la piel es Z viel =1,54 MRayl [1 MRayl =1x10 ® kg/(m ?
s)], similar a la del agua (Z agua=1,48 MRayl), pero muy
diferente de los metales (Z Auminio =17 MRayl, Z  acero =46 MRayl),

aunque relativamente cercana a la de los plasticos

(Z tefion =2,97 MRayl, Z  polietieno  =1,76  MRayl, Z  poliestireno  =2,42
MRayl). La parafina (Z parafina  =1,8 MRayl), glicerol
(Zglicerol=2,3 MRayl), grafito (Z grafic =2,7 MRayl), acetato de
celulosa (Zc eluosa =3,2 MRayl) o gel de escaneo acustico son
materiales interesantes para un buen acoplamiento a custico
con la piel. La administracion eficaz de las ondas acusticas

a la piel requiere una seleccibn de materiales con
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impedancias acusticas cercanas a Z el - El problema de la

incompatibilidad de la impedancia acustica también
resolverse con el uso de capas multiples de acoplam
serie donde la impedancia Optica de cada capa sea i

media geométrica de la impedancia de las capas de ¢

C.QUIMICA DE MATERIALES

Los objetivos rigidos y de alta absorcion estan
ampliamente disponibles. Sin embargo, las considera
detalladas anteriormente también reclaman materiale
propiedades de los compuestos de referencia de PAC,
coeficientes elevados de absorcion lineal, incorpor
capas de absorcion finas con coeficientes de Grinei
elevados, buen acoplamiento acustico entre la capa
absorcion de luz y todos los materiales donde el tr
acustico se propaga en la direcciéon de la piel, con
acoplamiento acustico con la piel y, preferiblement
reflexion de la luz transmitida en la parte trasera
dispositivo para proporcionar un segundo paso a tra
capa de absorcion. Como alternativa, mejor que el u
peliculas finas incorporando materiales con las pro
de los compuestos de referencia de PAC, la pelicula
absorcion de luz puede fabricarse de polimeros con
bajos de ablacién con laser pulsado de nanosegundos
orientaciones para crear dispositivos que convierta
manera eficaz la energia de un pulso de laser en tr
acusticos de banda ancha, duracion corta y alta int
La Figura 5 presenta un diagrama de trabajo de la e
preferible de un dispositivo siguiendo dichas orien
Los ejemplos proporcionados aqui intentan ilustrar
distintos métodos de obtencion de los materiales ap
para una conversion rapida y eficaz de la energia d
de laser en un transitorio acustico, pero la elecci
materiales sélo estd restringida por las orientacio
mencionadas anteriormente.

Algunos ejemplos no limitadores de los compuestos d
referencia de PAC que pueden incorporarse en las ca

son orto-hidroxi-benzofenona y moléculas similares
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por transferencias fotoinducidas intramoleculares
ultrarrapidas de &atomos de hidrogeno o de protones que

vuelven rapidamente a su estado fundamental origina l,

complejos Mn de meso-tetrafenilporfirina (MNTPP) y otros

complejos paramagnéticos con procesos de relajacion de
transferencia de carga ultrarrapidos metal-ligando ylo
ligando-metal, complejos con banda de transferencia de carga
que vuelven a su estado fundamental por la recombin acion
ultrarrapida de carga, -caroteno y otros sistemas q ue decaen
rapidamente a su estado fundamental mediante inters ecciones
conicas, grafito y otros materiales capaces de tran sferir de
forma ultrarrapida su energia electronica a modos d e fonacion
seguidos de un enfriamiento en la escala de tiempo de

subnanosegundos [ 36], materiales semiconductores con estados

transitorios de vida corta, o mezclas de materiales , con
procesos de relajacion no radioactivos ultrarrapido s. Dichos
procesos ultrarrapidos no radioactivos pueden inclu ir, ademas
de una relajacién térmica, cambios de volumen estru ctural que
resulten rapidamente en intermedios con volimenes m olares
mayores que los de los reactantes. Los compuestos d e
referencia de PAC en la capa fina pueden también ex citarse
vibracionalmente con pulsos de laser infrarrojo, da do que los
modos vibracionales, o la combinacion de modos vibr acionales,
excitados con luz infrarroja devuelven muy rapidame nte al
estado vibracional fundamental, como se ha visto, p or ejemplo
en los espectros fotoacusticos del agua y otros mat eriales.

Las peliculas finas de polimero se pueden producir de
forma economica mediante varias técnicas. Por ejemp lo, la
técnica clasica de "spin-coating" produce peliculas con
grosores entre 1 y 10 micrémetros. Los colorantes ¢ alificados
como referencias de PAC deben incorporarse en grand es
cantidades dentro del polimero y el dispositivo deb e ser
concebido para proporcionar el confinamiento y la r igidez
necesaria para un rendimiento eficaz. Se facilita | a
incorporacion de grandes cantidades del colorante e n el
polimero con la introduccién de cadenas largas de a Iquilicas
como en meso-tetraundecilporfirinas. Las propiedade s de las
referencias de PAC también se encuentran en tales ¢ ompuestos
cuando son compuestos con iones paramagnéticos como Mn " en
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de

carboxilatos, etc. Tales referencias de PAC son ide

presencia contraiones como los iones haluros,
en este trabajo como MnTAP y presuponen la presenci

contraion. Para ilustrar el uso y realizacion de la
peliculas poliméricas finas, proporcionamos en el E
el método para producir un dispositivo para la admi
transdérmica de farmacos con una pelicula fina poli
incorporando grandes cantidades de MnTAP. Otra clas
compuestos con otras propiedades adecuadas para inc
esta pelicula polimérica es el de los colorantes ab
del infrarrojo cercano, por ejemplo, para bloquear
laser en el infrarrojo cercano. ElI Ejemplo 2 descri
fabricacion de un dispositivo con uno de tales colo
qgue tiene la ventaja de usar pulsos de laser de inf
cercano para producir ondas fotoacusticas. Los lase
infrarrojo cercano pueden distribuir una determinad
de laser a un coste mas bajo que los laseres visibl
ultravioletas.

La de

colorante usa actualmente una capa con un grosor de

fabricacion células solares sensitivas al

micrones de nanocristalina de titanio TiO
una lamina de vidrio. Las capas muy finas obtenidas
una gran superficie que puede utilizarse para absor
colorantes. ElI Ejemplo 3 ilustra la fabricacion de
dispositivos con capas muy finas de TiO
sulfonato-fenil)porfirina de manganeso(MnTTPS) abso

se comporta como una buena referencia fotoacustica

condiciones [37]. ElI mismo ejemplo también cubre
materiales semiconductores que absorben mucho en la

de onda de excitacion, como hematitas, en forma de
mesoporosas y nanocristalinas -Fe203, con recombina
geminal rapida electron-hueco [ 38].

Las peliculas finas de materiales con umbrales de
ablacion por laser pulsado por debajo de 50 mJ/cm2
cumplen las orientaciones mencionadas anteriormente
conversion rapida y eficaz de la energia de un puls
en un transitorio acustico. Este es el caso, por €]
tereftalato de polietileno(PET)

[39], poliimida

polimeros de triazina
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absorciones importantes en los UV, con coeficientes de

absorcion decéadica lineal p a=1,6x10 ®° y 25x10 ° cm™ a 248 nm
para PET y poliimida, respectivamente [27] ,y pa =105 cm-1 a
308 nm para polimeros de triazina [28, 41]. Con tales
coeficientes elevados de absorcion, es posible obte ner
peliculas con grosores de 200 nm que absorban mas d e un 99%
del pulso de laser incidente en una longitud de ond a adecuada
y sufren una ablacion con la produccion de transito ros

acusticos de amplitud elevada en fluencias de laser

inferiores a 100 mJ/cm 2,

La Figura 1 compara los transitorios acusticos

producidos por distintos dispositivos bajo la misma fluencia
de laser y detectado por el transductor de 2,25 MHz de
Panametrics (modelo A106s) y almacenadas digitalmen te en un
osciloscopio (Tektronix DSA 601,1 Gs/s, dos canales ). La
excitacion utilizo el tercer armonico de un laser N d:YAG de
Spectra-Physics Quanta Ray GCR 130 (amplitud de pul S0 5-6 ns)
con una energia por pulso ca. 10 mJem 2 a 355 nm. Las
amplitudes relativas de dichos transitorios acustic 0S
dependen de la sensibilidad del transductor a las d istintas

frecuencias acusticas presentes en la onda acustica

transitoria. Por ello, la amplitud de los transitor i0s
acusticos medidos por el transductor es sélo un ind icio de la

eficacia de conversion fotoacustica alcanzada por | 0S
dispositivos. No obstante, las amplitudes de los tr ansitorios

acusticos producidos por los dispositivos concebido S segun
las orientaciones aportadas anteriormente son mas e levadas
que la de la onda de presion generada por un objeti vo de

poliestireno negro con un grosor de 1mm.

El ejemplo 4 presenta la influencia del coeficiente de
absorcion lineal en la amplitud de banda de la onda acustica
transitoria. Usando un transductor 225 MHz de Pana metrics
(modelo V2113), se observa que la transformada rapi da de
Fourrier de los transitorios acusticos generados po r las
peliculas con coeficientes de absorcion lineal mas elevados
posee frecuencias ultrasOnicas que se extienden a | os 200
MHz, Figura 4. Dichas frecuencias altas muestran qu e el
transitorio acustico sigue la duracion de un pulso de laser
(ca. 6 ns).
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D. Evaluacion Biologica

La mejor forma de evaluar la realizacion de las ond as
fotoacusticas generadas por estos dispositivos en | a
promociéon de la administracion transdérmica de gran des
moléculas y materiales bioldégicos es mediante model 0S
animales con estructuras de piel parecidas a la pie | humana.
El mejor modelo de animal para probar la impregnaci on de la
piel es el cerdito minipig, en vista de las similit udes entre
las caracteristicas de la piel humanay la piel del minipig y
su permeabilidad similar a los distintos farmacos [42]. La
prueba del principio de eficacia de los dispositivo S
expuestos aqui se presenta en los Ejemplos del 5 al 8 con dos
entidades relevantes clinicamente: una porfirina vy una
proteina. Las porfirinas y los derivados de la porf irina se
utilizan actualmente como fotosensibilizadores en | a terapia
fotodinamica contra el cancer. Su uso en el tratami ento de
los canceres de piel y las afecciones de la misma t ales como
gueratosis actinica, carcinoma de células escamosas , la
enfermedad de Bowen (carcinoma de células escamosas
intraepiteliales) carcinoma de células basales, se limita por
la lenta difusién de estas grandes moléculas a trav és de la
piel. La administracion transdérmica de 5,10,15,20-
tetrakis(2,6-fluoro-3-N-metilsulfamoilfenilo)porfir ina, peso
molecular de 1131 Da) en la piel del minipig con di spositivos
expuestos aqui se describe en los Ejemplos 5 y 7. L as
proteinas son actualmente administradas mediante ag ujas
hipodérmicas en el tratamiento de varias enfermedad es y
afecciones. Un ejemplo muy relevante es la inyeccio n
subcutanea de insulina (peso molecular de 6 kDa) en el
tratamiento de la diabetes. Los ejemplos 6 y 8 desc riben la
administracion intradérmica eficaz de la Proteina V erde
Fluorescente (GFP, peso molecular de 27 kDa) median te los
dispositivos expuestos aqui.

Las pruebas in vivo e in vitro emplearon a cuatro
minipigs obtenidos de IMIDRA (Instituto Madrilefio d e
Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario y Aliment ario) en
Aranjuez (Madrid). Todos los minipigs son hembras, con edades
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entre 6 y 8 meses, de color blanco con manchas marr ones, peso
medio 56,8 kg (66,2, 57,1, 43,5, 60,6 kg). Fueron r ecibidos
en Estacdo Zootécnica Nacional, Vale de Santarém, d onde

fueron acomodados en cajas individuales de 15 m2,

alimentados con una dieta estandar para cerdos y ag ua ad
libidum , durante un periodo de aclimatacion de tres semana S.
El estudio se llevo a cabo segun las orientaciones éticas
portuguesas con una licencia concedida por Direccao de
Servigos de Saude e Proteccao Animal, ref. 0420/000 /000/2007.

El acceso a los alimentos se suspendiéo 24 horas ant es del
tratamiento. Se afeitaron las espaldas de los anima les 24
horas antes de la aplicacion in vivo de las formulaciones
dermatolégicas. Las formulaciones fueron iguales pa ra la
administracion transdérmica pasiva y para la admini stracion
transdérmica activa con ondas fotoacusticas. Los di spositivos

de conversiéon fotoacustica y el laser utilizados en estos
experimentos fueron descritos anteriormente. Todos los
procesos fueron llevados a cabo con anestesia. La p re-
medicacion utilizada 30 minutos antes fue: Azaperon e
(Stresnil® - Veterinaria ESTEVE - Espafia), inyecci6 n
intramuscular de 2 mg/kg+ sulfato de atropina, 50 m g SC. La

induccion fue realizada con ketamina (Clorketam® -

Vétoquinol, Francia), 20 mg/kg, inyeccion intramusc ular. La
anestesia fue mantenida con intubacién endotraqueal , usando
ventilacion espontanea con  2-3 I/min de oxigeno + 3%
isoflurano  (Isoflo® - Veterinaria ESTEVE, Espafa). Las
muestras fueron recogidas en 3 minipigs bajo la ane stesia
descrita anteriormente. Las alicuotas de la piel co n tamafos
de 20x20x10 (longitud, lado, profundidad) fueron ob tenidas
por escision quirdrgica. Tras la recogida de las mu estras de
piel, los animales fueron sacrificados con una sobr edosis de
tiopental sodico (25 mg/kg) + 20 ml de cloruro de p otasio al
7,5%. Al cuarto minipig se le realiz6 un seguimient o durante

3 semanas y fue alimentado con una dieta estandar p ara cerdos

y agua ad libidum.

Las secciones de piel fueron cortadas de la espalda de
los minipigs una vez que fueron sacrificados. Dicha S
secciones de piel fueron congeladas y mantenidas a -18 °C
hasta su uso en pruebas in vitro . Antes de cada prueba in
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vitro , la cantidad necesaria de piel de minipig se expon ia
lentamente a la temperatura ambiente. Todas las pru ebas se

llevaron a cabo a temperatura ambiente.

Las muestras de piel recogidas tras los experimento S
fueron analizadas por microscopio para evaluar la p rofundidad
de penetracion de los compuestos deseados, o fueron objeto de
un proceso de extraccion para evaluar las cantidade s bajo su
piel. La evaluacion de la profundidad de penetracio n mediante
una microscopia fluorescente o mediante una microsc opia
confocal requiere la fijacion del tejido. El primer paso para
la fijacion fue la inmersion en paraformaldehido (4 % en
solucion acuosa)durante al menos 24 horas. A contin uacion,
las muestras fueron transferidas a una solucién de sacarosa
al 25% durante al menos 48 horas. Siguiendo este tr atamiento,
las muestras de piel se tornaron mas densas que la solucion
de sacarosa. Una alicuota fue extraida con un punzé n para
biopsias, congelada en hielo seco y luego montada e n un
soporte con compuesto Tissue-Tek O.C.T.(Sakura Fine tek Europe
B.V., Zoeterwoude, Paises Bajos) y cortada en lamin as con
grosores controlados entre 25 y 100 mm en un criost ato. Las
laminas de piel fueron recogidas en laminas para mi croscopio
y mantenidas refrigeradas hasta que fueron analizad as con
microscopia fluorescente 'y microscopia confocal. Co mo
alternativa, en lugar de usar paraformaldehido como fijador,
las muestras de piel fueron congeladas directamente en hielo

Se elabor6 un método especifico para evaluar las

cantidades de F2TPPMet administradas bajo la piel. Del area
de 1 cm2 de piel del experimento, se extrajo una mu estra de 4
mm para seccionarla en trozos lo mas pequefios posib les con un
bisturi. Dichos trozos fueron transferidos a una co pa de
vidrio con un cierto volumen de diclorometano para ser
aplastados con un triturador YSTRAL Micro Shaft 6G. Despueés,
la piel triturada restante se somete a un proceso d e
extraccion durante 6 horas con un disolvente adecua do. Para
F2TPPMet, el diclorometano representa la eleccion c orrecta
teniendo en cuenta el grado de lipofilia de la piel y la
porfirina. Las curvas de calibracion de fluorescenc ia del
excipiente farmacologico administrado en la piel fu eron
realizadas en el extractor disolvente para validar la
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metodologia utilizada. Finalmente, la masa administ

piel es determinadapara cada ensayo sustituyendo

fluorescencia en la curva de calibracion. La sefal

fluorescente de las imagenes de fluorescencia fue t

cuantificada analizando la  luminosidad de
administrado bajo la piel
la fluorescencia fue observada. El proceso de extra

la administracion transdérmica pasiva en comparacio
activa de F2TPPMet confirmé los datos obtenidos
microscopia fluorescente, concretamente el aumento
cantidad de F2TPPMet administrado a la piel cuando

de presion de banda ancha de alto impulso es utiliz

método para la administracion transdérmica activa.

La Proteina Verde Fluorescente (GFP) posee un peso
molecular de 27 kDa que es mucho mayor que el de la

proteinas con efectos terapéuticos como la insulina
kDa). Por otro lado, la GFP posee una emision y abs
luz enorme y singular, que facilita su analisis con

de fluorescencias, especificamente la microscopia ¢
Aqui se us6 como modelo para la administracion intr
de proteinas. Ademas, los plasmidos de codificacién
encuentran disponibles comercialmente, concretament
basados en vectores gWIZ. El nivel de expresion de

la transfeccion llevada a cabo por plasmidos gWizGF
monitorizarse por fluorescencia, con una excitacion

nm y emisiéon a 510 nm. El Ejemplo 9 presenta una pr
in vitro

principio de la transfeccion con gWizGFP.

Descripcién de los Dibujos

La Figura 1 compara ondas fotoacusticas producidas
distintos dispositivos bajo la misma fluencia de la
mJ/cm2) y detectadas por un transductor de 2,25 MHz
Panametrics (modelo A106S) y almacenadas digitalmen
osciloscopio (Tektronix DSA 601,1 Gs/s, dos canales
excitacion utilizé el tercer arménico de un laser N
Spectra-Physics Quanta Ray GCR 130 (amplitud de pul

ns).
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La Figura 2 muestra que las amplitudes de los

transitorios acusticos disminuyen cuando los grosor es de la
pelicula de absorcion aumentan, en este caso a trav és de la
absorcion sucesiva de capas de nanoparticulas de Ti 02 en una
lamina de vidrio. Cuando se absorbe una segunda cap a, y se
dobla el grosor, la amplitud del transitorio acusti co
generado por tetra-(sulfonilfenil)porfirinato de

manganeso(MnTTPS)se reduce a la mitad.

La Figura 3 ilustra simulaciones de las ondas

fotoacusticas observadas por el transductor 2,25 MH Z, cuando
fueron producidas por el decaimiento no radiactivo de un
transitorio con un tiempo de decaimiento de 10 ns o por el
decaimiento de un transitorio con un tiempo de deca imiento de
100 ns, y la onda fotoacustica producida en el deca imiento de
dos transitorios posteriores con vidas de 10 y 100 ns, cada
uno con el 50% de la energia del laser. La amplitud de las
ondas fotoacusticas disminuyen por un factor de 2 ¢ uando el
tiempo de vida del estado electrénico intermedio au menta de
10 a 100 ns y su tiempo de subida es mayor, reducie ndo asi el

impulso del transitorio acustico.

La Figura 4 muestra la transformada rapida de Fouri er de
las ondas fotoacusticas detectadas por un transduct or de
contacto de 225 MHz de Panametrics tras la excitaci on con
laser pulsado de un disco de poliestireno negro com ercial de
634 um de grosor o una pelicula de poliestireno de 38 um de
grosor con MnTAP, ambas absorbiendo mas del 99,9% d e la luz
del laser a 484 nm. La excitacion utilizd un modelo EKSPLA
OPO PG-122 bombeado por un laser Nd:YAG EKSPLA NL30 1G,

emitiendo pulsos con una duracion de 4-6 ns.

La Figura 5 es una seccion transversal esquematica, no a
escala, de un ejemplo de un dispositivo para admini strar
compuestos en una formulacion farmacoldgica adecuad a (A a
través de barreras biologicas (B) donde el extremo préximo de
una guia optica (7) se conecta a una fuente de lase r pulsado
y el extremo distal es dirigido a una capa fina de absorcion
(4) de una pelicula con un compuesto de referencia de PAC. La
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guia Optica proporciona direccionalidad con o sin ¢ ontacto

fisico entre la fuente de laser y la capa de absorc ion con el
compuesto de referencia de PAC. El pulso de un lase r (a)
puede ser guiado y/o focalizado a una parte de la p elicula
(4) y los pulsos de laser posteriores pueden ser gu iados a la
misma o a diferentes partes de la pelicula (4). Un elemento
rigido de ventana(3) es transparente a la longitud de onda
del pulso de laser (1) que es absorbido selectivame nte por el
compuesto de referencia de PAC incorporado en la pe licula
fina (4). La luz transmitida a través de la pelicul a (4) es

reflejada opcionalmente por un elemento de soporte

reflectante en su cara frontal (5) y permite un seg undo paso,
con mas absorcion, a través de la pelicula (4). La onda
fotoacustica producida en la pelicula (4) es transm itida
opcionalmente a través del elemento de soporte (5) a la
barrera biolégica (B), como por ejemplo la piel, co n el

acoplamiento  acustico favorecido por la formulacién

dermatolégica (A) que contiene el farmaco que debe ser
administrado a través de la piel (B).El contacto en tre el
elemento de ventana (3), la pelicula fina (4) y el elemento

de soporte (5) estd asegurado mediante un elemento

estructural. Dicho elemento estructural puede incor porar
tecnologia para orientar el pulso del laser (1) y d istribuir
los pulsos de laser posteriores a diferentes partes de la
pelicula (4).

La Figura 6 compara la microscopia de fluorescencia de
la administracion transdérmica pasiva (A) y activa (B) de una
porfirina con un peso molecular ca. 1 kDa a través de la piel
de un minipig, con el dispositivo del Ejemplo 1 usa ndo 12
pulsos de laser a 355 nm con fluencias de laser de 10 mJ/cm2,
focalizado en un area de 1 cm 2y un tiempo de incubacion de
20 minutos.

La Figura 7 muestra la microscopia confocal de una

administracion transdérmica activa de una porfirina con un
peso molecular ca. 1 kDa a travées de un minipig, con el

dispositivo del Ejemplo 3 y 6 pulsos de laser a 355 nm con
fluencias de laser de 10 mJ/cm2, y un tiempo de inc ubacion de
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20 minutos. Modo confocal: detector a 1150 V, orifi cio para

pasador = 111,44 um y excitacion a 514 nm.

La Figura 8 muestra la microscopia de fluorescencia (A)

y la microscopia confocal (B) de Ila administracion

transdérmica activa de la GFP (peso molecular 27 kD a) a
través de la piel ex-vivo  de un minipig con el dispositivo
del Ejemplo 1 usando 6 pulsos de laser a 355 nm con fluencias

de laser de 50 mJ/cm 2

, Y un tiempo de incubacion de 20
minutos. Modo confocal: detector a 1150 V, orificio para

pasador = 111,44 um y excitacion a 488 nm.

La Figura 9 muestra la microscopia de fluorescencia de
la administraciéon transdérmica activa de una porfir ina con
peso molecular ca. 1 kDa a través de la piel de un minipig in
vivo , con el dispositivo del Ejemplo 1 usando 12 pulsos de
laser a 355 nm con fluencias de laser de 10 mJ/cm2, y un

tiempo de incubacion de 20 minutos.

La Figura 10 muestra la microscopia de fluorescenci a de
la administracion transdérmica activa de GFP a trav és de la
piel de un minipig in vivo con el dispositivo del Ejemplo 1
usando 12 pulsos de laser con fluencias de laser de 10 mJ/icm 2

a 355 nm, y un tiempo de incubacion de 20 minutos.

La Figura 11 muestra la microscopia de fluorescenci a de
la GFP producida tras la administracion in vitro del plasmido
gWizGFP en células COS-7 usando el dispositivo del Ejemplo 1
con pulsos de laser a 532 nm con fluencias de laser de 55
mJ/cm2. Veinticuatro horas después de la irradiacid n con
laser, la expresion de la GFP en las células fue ob servada
por microscopia de fluorescencia (DMIRE200 Leica). Las

muestras de células fueron excitadas a 488 nm.

Descripcion Detallada dela Invencion

Ejemplo 1
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Generacion de transitorios acusticos por dispositiv 0s

incorporando  peliculas  poliméricas con  grosores

micrométricos

El meso-tetraundecilporfirina de Manganeso(MnTAP) e s un
compuesto conveniente de referencia de PAC y fue in corporado
en grandes cantidades a una pelicula de poliestiren 0. La
pelicula fue producida por la técnica "spin-coating " en una
ventana de vidrio. El vidrio funciona como ventana y la
pelicula se encuentra confinada en el otro lado po r una
cubierta de plastico reflectante. Este dispositivo rigido
absorbe mas del 90% de la luz a 355 nm, el material de
absorcion cumple los criterios de una buena referen cia de
PAC, la capa de absorcién posee un grosor de ca. 30 um, y el
material en contacto con la piel tiene una impedanc ia
acustica cercana a Z piel . La impedancia acustica entre todas
las capas puede mejorarse con medios de acoplamient o]
adecuados, como un gel para escaneo, parafina o gli cerina. La
realizacion de este dispositivo bajo una excitacion de pulso
de laser de 355 nm por el tercer arménico de un las er Nd:YAG
con una densidad de energia de 10 mJ/cm2 medido por un
transductor de 2,25 MHz es comparado en la Figura 1 con la de
un plastico estdndar de poliestireno de 1mm de gros or con una
ventana de vidrio similar.

Este ejemplo ilustra el aumento en la eficacia de
conversion fotoacustica conseguida por un dispositi VO
disefiado segun las orientaciones expuestas en esta invencion,
si lo comparamos con la eficacia de un simple objet ivo de
plastico negro ya conocido en esta materia.

Ejemplo 2

Generacion de transitorios acusticos por dispositiv oS

incorporando colorantes de absorcion de infrarrojos con

grosores micrometricos

Los colorantes de absorcion de infrarrojos utilizad oS en
la fabricacion de protecciones oculares contra la r adiacion
laser pueden también exhibir propiedades similares a las de
los compuestos de referencia de PAC. Se prepar6 una pelicula
incorporando un polvo colorante comercial EPOLIGHT 1178 de
Epolin, con una absorcion fuerte a 1064 y 355 nm, s egun el
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procedimiento descrito en el Ejemplo 1. Las ondas

fotoacusticas producidas por una pelicula cargada c on
EPOLIGHT 1178 fueron comparadas con las ondas acust icas
producidas por una pelicula similar cargada con MnT AP,
utilizando la misma absorbancia de las peliculas, f luencias
de laser a 355 nm y otras condiciones experimentale S. Las
peliculas produjeron ondas fotoacusticas muy simila res,
demostrando que EPOLIGHT 1178 posee las propiedades de un
compuesto de referencia de PAC. La Figura 1 compara las ondas
fotoacusticas medidas con el dispositivo incorporan do
EPOLIGHT 1178 con las ondas fotoacusticas medidas c on un
dispositivo analogo pero incorporando MnTAP, con la misma

fluencia de laser.

Este ejemplo muestra que puede emplearse un amplio rango
de longitudes de ondas de laser en la conversion ef icaz de
los pulsos de laser en ondas fotoacusticas, siempre que se
lleven a cabo las orientaciones expuestas en esta i nvencion.

Ejemplo 3

Generacion de transitorios acusticos por dispositiv 0s

incorporando capas de TiO2 nanoestructurado con
nanogrosores 0 grosores micromeétricos

Los métodos para producir finas capas de TiO2

nanoestructuradas sobre una superficie de vidrio so n bien
conocidos en el campo de las células solares sensib ilizadas
por colorantes. Contrariamente a dichas aplicacione s, los
dispositivos para la administracion transdérmica de farmacos
no requieren el uso de sinterizaciones para potenci ar una
buena conductividad eléctrica entre las nanoparticu las de
TiO2. Por el contrario, las sinterizaciones reducen el area

de superficie de contacto.

Una vez el meso tetra-(sulfonilfenil)porfirinato

(MnTTPS) es absorbido en una cantidad suficiente qu e
garantiza una absorcion de la luz de laser a 355 nm superior
al 90%, la lamina es tefiida y se aflade una capa fi na de
glicerol antes de colocar una hoja de metal reflect ante
encima de ella. Este dispositivo es irradiado desde su parte
trasera, es decir, el haz de laser impacta en la la mina de
vidrio, la atraviesa y es absorbido por el colorant e
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absorbido en los nanocristalitos de TiO2. Toda luz gue no es
absorbida por el colorante es absorbida o reflejada por la
superficie de metal, bloqgueando que la luz atravies e el

dispositivo. También puede incorporarse una capa de

particulas de TiO2 con tamafios mayores, por ejemplo de 100-
200 nm, de modo que aumente la dispersion de la luz y por
tanto, aumente el camino O6ptico y la probabilidad d e
absorcion de luz por el colorante absorbido. La Fig ura 1
compara las ondas fotoacusticas medidas con este di spositivo

y la excitaciéon a 355 nm con las ondas acusticas me didas por
los dispositivos descritos en los ejemplos anterior es, en la

misma fluencia de laser.

Ejemplo 4

Generacion de transitorios acusticos por dispositiv 0s
con altos coeficientes de absorcién lineal

El coloranteMnTAP puede incorporarse en grandes

cantidades en peliculas finas de poliestireno. Se f abricé una
pelicula fina de 38 um con una absorbancia de 1,8 a 647 nm,
gue corresponde a una absorbancia mayora 5 a 484 n m. De esta
forma, esta pelicula fina posee pa>>1300 cm 1y la banda
espectral del transitorio fotoacustico que puede pr oducir
debe determinarse por la banda espectral del pulso de laser
absorbido por la pelicula fina. La pelicula fue con finada
entre una ventana de cuarzo y la superficie de un t ransductor
de 225 MHz de Panametrics y excitada por el OPO de EKSPLA
modelo PG-122 bombeado por un laser NL301G Nd:YAG d e EKSPLA,
generando pulsos con una duracion de 4-6 ns a 484 n m. La
transformada rapida de Fourier del transitorio foto acustico
detectado condujo a la distribucion espectral prese ntada en

la Figura 4. En la sefal se observan componentes de

frecuencia significativos hasta 200 MHz. La misma f igura
presenta también la transformada rapida de Fourier de una
sefal obtenida para un disco comercial de poliestir eno negro
con una absorbancia mayor a 5 a 484 nm y medida en las mismas
condiciones. La seflal generada por ese dispositivo no
contiene componentes de frecuencia significativos p or encima
de 50 MHz.
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Ejemplo 5
Administracion transdérmica in vitro de una porfiri

con peso molecular ca. 1 kDa

Se obtuvo una formulacion dermatolégica con F2TPPMe

disolviendo 5 mg de esta porfirina en 0,556 ml de e
absoluto, y a continuacion afiadiendo 1,737 ml de gl
propileno, seguido por 0,22 ml de Azone y 0,3 ml de
composicion fue mezclada minuciosamente en vortice
para facilitar su solubilizacién, y luego afadida a
compuesto por agua (76,65%), 96% etanol (15%) glice
trietanolamina (1,35%), carbopol 940 (1%). La compo
mezclada minuciosamente para alcanzar una
homogeneizacion. En esta formulacion, la concentrac
de la porfirina es de 0,1 % y la de Azone® es de 4%

Esta formulacion se aplic6 a una muestra cuadrada d
aproximadamente 2x2 cm de piel de minipig, el dispo
Ejemplo 1 presiond ligeramente la formulacion y la
pulsos de laser fueron disparados con el segundo ar
un laser Nd:YAF (532 nm) con una energia por pulso
El &rea irradiada fue aproximadamente de 1 cm
dispositivo se retird6 inmediatamente tras la irradi
zona tratada de la piel fue cubierta con una capa d
la formulaciébn dermatolégica y con un vendaje oclus
durante 20 minutos. Una vez transcurrido este tiemp
retird la formulacién con una espétula y se lavo co
de uso médico empapado de etanol, hasta que no se
restos de porfirina en el algodon de uso médico. Se
los tejidos con el procedimiento descrito anteriorm
analizaron por microscopia de fluorescencia (Figura
Figura 6 también muestra la microscopia de fluoresc
obtenida en un ensayo con Unicamente
transdérmica pasiva, la misma formulacion dermatol6
mismo tiempo de contacto de la formulacion con la p
un vendaje oclusivo. La Figura 7 muestra los result
experimento similar pero usando el dispositivo del

y el andlisis de la muestra de piel con microscopia
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Administracion transdérmica in vitro de una protein

peso molecular ca. 27 kDa

Se preparé una formulacidon dermatologica con Protei
Verde Fluorescente (GFP) como en el
sustituyendo F2TPPMet por la GFP.

Dicha formulacién fue aplicada a las muestras de pi
del minipig con el dispositivo del Ejemplo 1y el p
del Ejemplo 5, concretamente potenciando la adminis
transdérmica de la GFP con 12 pulsos de laser de 50
vez y 20 minutos de contacto de la formulacion con
bajo un vendaje oclusivo. La microscopia de fluores
la microscopia confocal representativas de las lami
piel se encuentran en la Figura 8. La administracié
transdérmica pasiva de la misma formulacion dermato
el mismo tiempo de contacto de la formulaciéon con e
oclusivo no presenta una cantidad medible de la GFP

piel.

Ejemplo 7

Administracion transdérmica in vivo de una porfirin

un peso molecular ca. 1 kDa

Las pruebas transdérmicas pasivas y activas
realizaron en la espalda de los minipigs. En cada p
formulacién dermatolégica con porfirina fue aplicad
area predeterminada de la piel durante el tiempo de
bajo un vendaje de oclusion. Una vez transcurrido e
tiempo, se retird la formulacion con una espatula y
con algodon de uso médico empapado de etanol, hasta
se observasen restos de porfirina en el algodén de
meédico. Las muestras de piel fueron retiradas quiru
y los animales fueron sacrificados.

La formulacion dermatolégica utilizada fue la del
Ejemplo 5. El tratamiento de los animales fue descr
anteriormente. Cuando los animales se encontraban q
bajo el efecto de la anestesia, las formulaciones s
aplicaban a mano, usando guantes quirargicos. Cada
cubrié un area circular de aproximadamente 3 cm de
con unos milimetros de gel. La zona de aplicacion a

para la administracion pasiva de farmacos fue cubie
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parche  oclusivo. La aplicacion asignada
administracion activa de farmacos fue cubierta con
dispositivo descrito en el Ejemplo 1 y fue objeto d
disparos laser a 355 nm, con energias de 10 mJ por
focalizado en un area ca. 1 cm 2 Luego se
dispositivo, se afadié una fina capa de gel y la zo
aplicacion fue cubierta con un parche oclusivo. El

retirado 20 minutos después de la aplicacion y se |

espalda del animal. Se recogieron las muestras de p

se describe antes en tres de los minipigs. Cada mue
aproximadamente rectangular con 2 cm de lado, y un

1 cm. El cuarto minipig fue mantenido con vida dura

dias para su posterior evaluacién. Ninguno de los a

en particular el que fue mantenido con vida, mostro

alguna de efectos secundarios derivados por el uso
formulacion con o sin tratamiento laser.

Tras el tratamiento fijador, cada muestra fue corta
laminas para evaluaciones a través de microscopia d
fluorescencia o microscopia confocal. La Figura 9 m
ejemplos representativos de las imagenes obtenidas
microscopia de fluorescencia. En 20 minutos, la por
distribuyé sobre toda la epidermis mientras que la
stratum corneum permanecio intacta.

Ejemplo 8

Administracion transdérmica in vivo de una proteina
un peso molecular ca. 27 kDa

La formulacion dermatolégica utilizada fue la del
Ejemplo 6. El dispositivo fue descrito en el Ejempl

protocolo fue el del Ejemplo 7. El tiempo de incuba

la aplicacion se mantuvo en 20 minutos. Tras el tra

fijador, la evaluacion por microscopia de fluoresce
reveld la presencia de la GFP en una parte sustanci
epidermis, mientras que la capa stratum corneum

intacta (Figura 10).
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Para la prueba de la administracion funcional de ge
in vitro
DMEM (Medio Eagle Modificado por Dulbecco) con 10%
bovino y antibioticos (penicilina/estreptomicina),
incubadorapara el cultivo de células a 37

atmosfera de 5% CO

°C bajo u

del 90%, las células fueron extraidas, diseminadas

de cultivos e incubadas a 37°C durante 24 h. Antes

las ondas de presion a las células, fue afiadida una

acuosa del plasmido de ADN que codifica la GFP (gWi
Aldevron, Fargo, ND)al medio de cultivo para obtene
concentracion de 100 pug/mL. El dispositivo del Ejem
presionado contra la parte inferior del vial de cul

dispararon pulsos de laser durante 3 minutos con el
armonico de un laser Nd:YAG (532 nm, 10 Hz, 31 mJ/p
area irradiada fue aproximadamente de 0,57 cm

horas después de la irradiacién con laser, la expre

GFP en las células fue observada mediante el empleo
microscopia de fluorescencia (DMIRE200 Leica). Las
también fueron visualizadas mediante microscopia de
claro. La Figura 12 presenta la microscopia de fluo

de la GFP en células COS-7.

Otras Realizaciones

Personas cualificadas en la materia
existen muchas otras formas de poner en practicala
invencion usando pulsos de laser de
picosegundos y peliculas finas de materiales de muy
absorcion con tiempos de vida de transitorios simil
menores que la duracion del pulso de laser, diferen
ejemplos  descritos  anteriormente. Los  compuestos
administrar en la piel o a través de ella pueden ap
formulaciones aceptables farmacoldgicamente antes o

de la accion de los transitorios de impulso generad

capa fina absorbente cuando éstas absorben un pulso

El confinamiento y el contacto de la capa fina abso

la piel pueden mediarse por una variedad de materia
impedancias  similares, siempre estos

que sean

suficientemente densos como para proporcionar rigid

en células, se cultivaron células COS-7 en un medi
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suficientemente finos como para que la onda acustic
permanezca plana. Los pulsos de laser en ultraviole
visible e infrarrojo pueden utilizarse para excitac
electronicas, vibronicas o vibracionales.

Asi, los ejemplos anteriores no son limitaciones en
alcance de la invencion sino simples ejemplificacio
consecuencia, el lector deberia determinar el alcan
invencion  por las reivindicaciones adjuntas 'y sus

equivalentes legales, y no por los ejemplos proporc

Lisboa, 13 de abril de 2012
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REIVINDICACIONES

1.Dispositivo para la conversion de la energia de u
laser (1) emitida por una fuente de laser pulsado (
transitorio acustico de banda ancha y alto impulso,
especialmente capaz de aumentar la administracion d

un compuesto en una formulacion farmacolégica adecu

una barrera bioldgica objeto o a través de la misma
incluyendo piel o tejido suave, caracterizado porqu

dicho pulso de laser (1) posee una densidad de pote
optica en el rango entre 0,1 y 40 MW/cm2, preferibl

entre |y 10 MW/cm2,

y el dispositivo se compone de:

- una capa fina (4) de un material de conversion
incluyendo al menos un sistema molecular, en el cua
sistema molecular absorba al menos parte de la ener
generada por dicho pulso de ladser (1) y genere un
transitorio acustico de banda ancha y alto impulso
dicho material de conversién, mediante una expansio
termoelastica y/o expansion de su volumen estructur
una fotodescomposicion;

- un elemento estructural y/o de unién (6) colocado

mantener dicha capa fina(4) de un material de conve

preferiblemente también un elemento de ventana (3)

elemento de soporte (5) en contacto, garantizando d

manera un acoplamiento acustico entre las tres part

- dicha fuente de laser pulsado (2) dispuesta para
iluminar sustancialmente dicha capa fina (4) del ma

de conversion con dicho pulso de laser (1)en el que

pulso de laser (1) posea una longitud de onda que s

absorbida sustancialmente por dicha capa fina (4) d

material de conversion.

2. Dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 1
caracterizado porque dicha capa fina (4) de un mate
conversion  es oxido

una  pelicula de

nanocristalino o particulas calcbgenas con areas de

mesoscopico

n pulso de

2) en un

e al menos
ada (A) en
(B),
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superficie internas elevadas, incorporando una capa de al

menos un compuesto de referencia fotoacustica absor bido en
las nanoparticulas, en la cual dicho compuesto de r eferencia
fotoacustica absorbe al menos parte del pulso del | aser (1).

3. Dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 1,

caracterizado porque dicha capa fina (4) de un mate rial de
conversion es una pelicula de polimero incorporando al menos
un compuesto de referencia fotoacustica, en la cual dicho
compuesto de referencia fotoacustica absorbe al men 0s parte

del pulso de laser (1).

4. Dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 1,

caracterizado porque dicha capa fina (4) de un mate rial de
conversibn es una capa de una solucibn con al menos un
sistema molecular que absorbe al menos parte del pu Iso de
laser (1), y preferiblemente el disolvente posee pa rametros
termoelasticos elevados, al menos como se expresan por el

respectivo coeficiente de Grlineisen.

5. Dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 1,

caracterizado porque dicha capa fina (4) de un mate rial de
conversion es una pelicula de polimero, preferiblem ente con
un umbral de ablacion inferior a la fluencia de las er de 50

mJ/cm2 para los laseres con pulsos de nanosegundos.

6. Dispositivo de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por:

que el grosor de dicha capa fina (4)de un material de
conversion es entre 0,01 y 400 um, preferiblemente entre 0,1
y 20 um,y el dispositivo se compone de un elemento ventana
(3) dispuesto entre dicha capa fina (4) de un mater ial de
conversion y dicha fuente de laser pulsado (2), en la cual
dicho elemento ventana (3) es sustancialmente rigid oYy
sustancialmente transparente a dicho pulso de laser Q) vy
tiene una impedancia acustica que es elevada con re specto a
la de la capa fina (4) de un material de conversion y
restringe la expansion o proyeccion de dicho transi torio
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acustico en su lado de dicha capa fina (4) de un ma

conversion.

7. Dispositivo de acuerdo con cualquiera de
reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque dicha

(4) de un material de conversion absorbe mas del 99
pulso de laser incidente en la profundidad de los p

100 um de dicho material de conversion expuesto a d

de laser (1), preferiblemente en infrarrojo, que po

excitacion electronica y/o vibracional y/o rotacion

dicha capa fina (4) del material de conversion, y e

dispositivo incluye como opcién dicho elemento vent

8. Dispositivo de acuerdo con cualquiera de
reivindicaciones de 1 a 7, caracterizado porque dic

laser (2) genera pulsos de laser con duraciones ent

100 ns, y preferiblemente entre 0,5y 20 ns.

9. Dispositivo de acuerdo con cualquiera de
reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque dicha

laser pulsado (2) genera una energia por pulso entr

100 mJd/cm2, y preferiblemente entre 0,5y 50 mJ/cm2

10. Dispositivo de acuerdo a cualquiera de
reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque se com
elemento de soporte (5) dispuesto con respecto a d
elemento ventana (3) al otro lado de dicha capa fin

un material de conversion, especificamente entre di

las

las

las

las

fina (4) de un material de conversion y una barrera

biologica objetivo (B), en la cual dicho elemento d

(5) evita una irradiacion directa de laser, protege
barrera biologica objetivo (B) de la irradiacion di

laser, y posee una impedancia acustica predefinida,
rango y/o cercana a la impedancia acustica de dicha
bioldgica objetivo (B) y es preferiblemente reflect
reflejar la mayor parte del pulso de laser (1) que
absorbido por dicha capa fina (1) volviendo a atrav
capa fina (4) y dicho elemento ventana (3) y asi pr

un segundo paso del pulso de laser (1) por el dispo

terial de

capa fina
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11. Dispositivo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones de 1 a 10, caracterizado porque el grosor de
dicho elemento de soporte (5), reflectante opcional mente, es
entre 0,1 y 10 mm; preferiblemente entre 0,2y 2 mm
12. Dispositivo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque dicho elemento
estructural y/o de unién (6) puede ser de construcc ion
sustancialmente rigida o flexible, o sellante o cem ento.
13. Dispositivo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque se co mpone de
una guia optica (7) capaz de dirigir sustancialment e dicho
pulso de laser (1) de dicha fuente de laser pulsado 2) a
dicha capa fina (4) de un material de conversién, e n el cual
dicha guia optica (7) es preferiblemente al menos u na fibra
Optica con el extremo proximal acoplado a la fuente de laser
pulsado (2) y el extremo distal dirigido a dicho el emento
ventana (3).
14. Dispositivo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13, caracterizado porque dicha guia
Optica (7) es movible o dirigida a O6pticas movibles Y
dirige, mediante un control externo o remoto, inclu yendo por
medio de incorporacion en el elemento estructural ( 6), pulsos
de laser (1) sucesivos a distintas partes mas peque fas de la
capa fina (4) que absorbe al menos parte del pulso de laser
(1), de modo que una secuencia de pulsos de laser e S
absorbida en dichas partes (distintas) pero finalme nte una
parte sustancial de la capa fina (4) es irradiada.
15. Meétodo para generar al menos un compuesto en un a
formulacion farmacologicamente aceptable (A) para o a través
de la barrera biologica (B), incluyendo piel o teji dos
suaves; el método se compone de los pasos siguiente S:

- colocar un medio de acoplamiento acustico o una

formulacion farmacologicamente aceptable (A) incluy endo
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dicho compuesto en contacto con un area objetivo de
barrera biologica (B);

- colocar el dispositivo de acuerdo con cualquiera
reivindicaciones 1 a 14, preferiblemente su element
soporte (5), en contacto directo con dicha area de
objetivo de dicha barrera bioldgica;

- aplicar al menos un pulso de laser (1) emitido de
fuente de laser pulsado (2) con una longitud de ond
absorbida por la capa fina (4) de dicho dispositivo
acuerdo concualquiera de las reivindicaciones 1 a 1

- producir al menos un transitorio acustico de band

y alto impulso;

- transmitirdicho transitorio acustico a dicha area
barrera

objetivo de dicha biolégica (B)

materiales, tales como dicho elemento de soporte (5

impedancias acuUsticas similares y/o baja atenuacion

acustica;

- retirar el dispositivo de acuerdo con cualquiera
reivindicaciones 1 a 14 de contacto proximo con dic
de objetivo de dicha barrera biolégica (B);

- afadir una capa de formulacion farmacolégicamente

aceptable (A) con dicho compuesto a dicha area obje

dicha barrera biolégica (B);

- cubrir opcionalmente la capa de dicha formulacién
farmatologica (A) con un parche oclusivo durante el
necesario para la administracion de la cantidad des

dicho compuesto a dicha areaobjetivo de dicha barre

bioldgica (B).

16. Método de acuerdo con la reivindicacion 15, car

porque la formulacion farmatologicamente aceptable
incluye un medio aceptable farmatolégicamente para
administracion intradérmica o transdérmica del comp

el cual el medio incluya un potenciador que permeab
manera transitoria la piel y facilite la penetracio

compuesto a través de varias capas de la piel.

17. Método de acuerdo con la reivindicacion 15 6 16

caracterizado porque la formulacibn farmatolégicame

mediante
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aceptable (A) es contenida en un parche y se aplica
parche el dispositivo de acuerdo con cualquiera de

reivindicaciones 1 a 14.

18. Método de acuerdo con cualquierade las reivindi
15 a 17, caracterizado porque preferiblemente aun s
de laser (1), se utilice un namero suficientemente
pulsos de laser para mapear toda la superficie de d

fina (4) con al menos un pulso de laser.

19. Método de administracion de al menos un compues
través de las membranas biolégicas que normalmente
como barreras para el transporte molecular, compues
pasos siguientes:
- colocar una formulacion compatible biolégicamente
incluyendo dicho compuesto en contacto con dicha me
bioldgica,
- colocar el dispositivo de acuerdo con cualquiera
reivindicaciones 1 a 14, preferiblemente por medio
dicho elemento de soporte (5), en un acoplamiento a
con dicha membrana bioldgica,;
- aplicar al menos un pulso de laser (1) de dicha f
de laser pulsado (2) con una longitud de onda absor
por la capa fina (4);
- producir al menos un transitorio acustico de band
y alto impulso;
- transmitir dicho transitorio acustico a la membra
través del medio de acoplamiento acustico;
- retirar el dispositivo de acuerdo con cualquiera
reivindicaciones 1 a 14 vy, opcionalmente, colocar m
cantidad de la formulacion compatible biolégicament

contacto con la membrana.

20. Método de acuerdo con la reivindicacion 19, car

por estar compuesto de los pasos siguientes:
- insertar el dispositivo de acuerdo con cualquiera
reivindicaciones 1 a 14 al menos en una parte del c

humano, en donde dicho dispositivo es proporcionado

en dicho
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una guia optica (7) suficientemente larga y compati
biologicamente, y

- acercar dicha capa fina (4) de un material de con

o, preferiblemente, dicho elemento de soporte (5) d
dispositivo, a la zona de administracion del farmac

donde dicha zona es una parte del cuerpo humano.

Lisboa, 13 de abril de 2012
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 10
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Figura 11
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